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@ Verfahren zur Herstellung von Rinder-Pencard-Maierialien und ihre Verwendung 

OHenbart wird em Verfahren zur Hersteliung von Rinder 
Pericard-Matenal durch Verarbeiiung von rohem Rmder- 
Pencard-Gewebe Cber eire naachemiscne Aufbereitung. 
oxidative Bloichung, Auswaschen, Entlenen, Trocknen und 
Stenitsieren. bei dem das im Rmder -Pencard enthaMene Koi- 
lagen durch eme bestimmte Acfolge von Verfahrensschnt- 
teraufgearbeiieiwirri. 

Da.i mi: Hiife des erfinO'jngsgama&er Verfahrens arhaliene 
Rindo'-Pericard-Material kann in voneilhattef Weise fur 
Impiantate und Transptantate in der Human- und Vetennar- 
medizin amgesetzt werden. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfmdung beiriff: ein Verfahren zur 
Hersteilung von Rinder-Pericard-Maierialien, die eine 
ausgezeichneie Biokompanbilita: sowie eine erhohte 
S:abiii:ai besiizen. und die Verwendung der so herge- 
sielker. Materialien als Transplaniaie oder Inplantate 
in der Humanmedizin und Veterinarmedizin. 

Seii Anfang dieses Jahrhiinderts versuch: man in der 
Chirurgie gr63ere Gewebsdefekte mi: Hilfe von Trans- 10 
planiaien aus koliagenem BindegsweDe zu decken 
(Marchant. 1901; Kleinschmidt, 1914). Seit 1954 sieht 
humane Dura mater als homoioges Transplantai in !y- 
ophilisierter Form, seit 1973 in Form eines losungsmit- 
telgeirockneien Produkis zur Verfugung. In vielen Fal- -.5 
ien hat sich Humandura dank ihrsr guten Gewebever- 
traglichkeit. des Fehlens immunologischer Reaktionen 
und nichi zuletz: wegen der hohen ReiBfestigkei: be- 
wahri, so daB dieses Biomaterial auch iieuic noch mi: 
Erfolg eingesetzi wird. Leider steht Dara mater als Hu- 20 
man-Transplantat aber nur in sehr begrenztem Umfang 
zur Verfugung und kann daher den Bedarf seitens der 
Chirurgie bei weitem nicht decken. Auch gibt es einige 
Indikaiionen. zum Beispiel in der Neurochirurgie und im 
HNO-Bereich. bei denen sich Dura-Transplantate hau- 25 
fig als eiwas zu steif und von der Dicke her nicht optimal 
erwiesen haben. 

Die DE-OS 30 34 273 betrifft ein Verfahren zur Her- 
steilung von Kollagen. das dadurch gekennzeichnet ist, 
daB naturliches. unlosliches Kollagen mit einer waQri- 30 
gen Losung eines Alkalisulfats und/oder Alkaiihydro- 
xids behandelt wird, daB man das fetifreie Kollagen mit 
einer waBrigen Losung, die ein Alkalisulfat entbalt, be- 
handelt und gegebenenfalls mit destillienem Wasser 
wascht, das Kollagen in einer waOrigen Losung lost, der 35 
Losung gegebenenfalls eine kleine Menge einer biolo- 
gisch vv'irksamen Substanz. wie ein Antibiotikum, ein 
Hormon oder ein Spermizid. zusetzi, diese Losung ein- 
friert und das Produkt unter Vakuum trocknet. 

Allerdings nimmt diese Offenlegungsschrifi den Ge- 40 
genstand der vorliegenden Erfindung weder in alien 
Merkmalen vorweg noch legl sie diesen fur den Fach- 
mann nahe. 

Das US-Patent 40 06 083 beschreibt ein steriles, in der 

Chirurgie einsetzbares Kollagenprodukt mit einer Filz- 45 
ocer Webpelzstrukiur, welches eine hamosiatische Wir- 
kung ausiibt. eine hohe Absorptionskapazitat fiir Kor- 
perflQssigkeiten besitzt.die Zellregeneration anregi, ein 
hohes Resorptionsvermogen aufweist, im wesentlichen 
nicht von Korpergeweben abgestoQen wird und das op- 50 
timale mechanische Eigenschaften besitzt. was dieses 
Material dazu befahigt, bei der Versorgung von Haut- 
verletzungen oder in Hautverletzungen oder in Kno- 
chenhohiungen eingesetzt zu werden. 

Allerdings nimmi die Lehre dieses US-Patents den 55 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung weder in alien 
Merkmal-en vorweg, noch leg: sie diesen nahe. 

Das US-Patent 45 02 159 beschreibt die Hersteilung 
einer rohrenformigen Prothese, wie beispielsweise ein 
GefaB oder eine Harnleiterprothese. Diese wird durch 60 
Zusammennahen der entgegengeseizien Ecken eines 
Pericardgewebes mit einem biokompatiblen Faden her- 
gestell:. Es wird eine exakte Beschreibung beim. Vorge- 
hen des Nahens angegeben. Vorzugsweise verwendet 
man Pencard vom Rind, das ahnliche Dehnbarkeiien 65 
wie humane Gewebe besitzi. Das rohrenfbrmige Gewe- 
be wire nach dem Vernahen fur 7 Tage in einer 
0.50/oigen Glutardialdehyc-Losung gegerbt. Die glatie 
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Seite des Pericardgewebes befinde: sich im Lumen, die 
Basaimembranen auf der Oberflache. Sterilisa:ion er- 
folg: durch Konservierung in Formalin bzw. mit Strah- 
iensterilisation eine:" das Psricard enthaltendsn physio- 
5 iogischen Kochsalzlbsung. 

Allerdings gib: dieses L'S-Pateni keine Hinweise uber 
d;e Isoiierung. Remigung bzw. d:e physikaiischen unc 
chemischen Eigenschaften der so hergestellien rohren- 
formigen Prothese, so daB der Gegenstand des US-Pa- 
tents den Gegenstand der vorliegenden En'indung nichi 
nahelegen kann. 

Aus diesen Gegebenenheiten des Standes der Tech- 
nik resultierie zwangslaufig der W'unsch, ein praktisch 
unbegrenzt vsrfiigbares Transplantat bzw. Iraplanta: 
bereitzusiellen. das moglichst alie positiven Eigenschaf- 
ten der Dura mater in sich vereinigt und daniber hinaus 
noch gewisse Vorteiie bei der Handhabung bietel. Zu- 
satzlich sollte gewahrleistet sein, daB keine fiir den Men- 
schen gefahrlichen Keime (HIV-Viren, Hepatitis-Viren 
etc.) durch das Rohmaterial eingeschleppt werden 
konnten, wie dies bei humanen Transplantaten grund- 
satzlich moglich ist. 

Unter Beriicksichtigung aller produktrelevanten Pa- 
rameter wurde in bovinem Pericard — im folgenden 
auch Pericard genannt — ein biologisches Material ge- 
funden, das als Implantat zur Deckung humaner Ge- 
websdefekte in nahezu optimaler Weise den Anforde- 
rungen genugte. 

Die Erfindung stellt sich die Aufgabe. ein Verfahren 
zur Hersteilung von Rinder-Pericard-Materialien zu 
schaffen, bei dem die biologische Kompatibilitat und 
Stabilitat des hierbei erhaltenen Erzeugnisses verbes- 
sert wird. Weiters Aufgabe der vorliegenden Erfindung 
ist die Bereitstellung neuer Verwendungsmoglichkeiten 
fiir dieses Erzeugnis. 

Bei experimeniellen Uniersuchungen wurde nun 
uberraschend gefunden, daB durch ein modifiziertes 
Herstellungsverfahren die Resistenz der im Rinder-Pe- 
ricard enthaltenen Skleroproteine gegen biologischen 
Abbau sowie ihre Biokompatibilitat auch ohne Aldeh- 
yd-Gerbung mitteis Formaldehvd oder Glutardialdehyd 
- wie dies in US-A 45 02 159. WO 84/04 669 sowie 
US- A 44 56 589 beschrieben ist — gesteigert werden 
kann. 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit ein Verfah- 
ren zur Hersteilung von Kinder- Pericard- Material 
durch Aufarbeitung von rohem Rinder-Pericard-Gewe- 
be durch eine naBchemische Aufbereitung. oxidative 
Bleichung, Auswaschen, Entfetten, Trocknen und Sten- 
lisieren, das dadurch gekennzeichnet ist. daB die naBche- 
mische Aufbereitung des Rinder-Pericard-Gewebes foi- 
gende Schritte umfaBi: 

a) Wassern des Rinder-Pericard-Gewebes, 

b) mechanische Entfernung von Fettgewebe und 
Basalmembranen von der Oberflache des Rinder- 
Pericard-Gewebes, 

c) Behandlung des Rinder-Pericard-Gewebes mit 
einer verdunnten, waBrigen, basischen Losung. 

d) SpQlen des Rinder-Pericard-Gewebes mit entmi- 
neralisiertem Wasser zur Entfernung von restlicher 
Base, 

e) Behandlung des Rinder-Pericard-Gewebes mit 
verdiinnter waBnger Natriumchloridlosung, 

f) Spulen des Rinder-Pericard-Gewebes mit entmi- 
neralisiertem Wasser zur Entfernung von Natrium- 
chloridresten. 

g) Behandlung des Rinder-Pericard-Gewebes mit 
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ejnem Klomplcxjerungsmitiel, 

h) Spiilen des Rinder-Pericard-Gewebes mit enimi- 
neralisiertcm Wasser zur Entfernung von Kompie- 
xierungsmittclresicn, 

i) Behandlung dcs Rinder-Pencard-Gewebes mii 
einem sauren Puffersysiem und 

j) Spulcn dcs Rinder-Psricard-Gewcbes mil enimi- 
neralisiertenn Wasser zur Enifernung von sauren 
Puffersysiemrestcn 

Nach einer bevorzugten Ausfuh^ungsform der vorlie- 
genden Erfindung wiedcrhoU man im AnschluQ an Ver- 
fahrensschnti d) vor Verfahrensschritt e) die MaOnah- 
me nach Merkmal b). 

Obgleich die vorstehend beschriebcnen MaCnahmen 
im naOchemischcn Aufbereitungsschritt ohne weiieres 
auch oberhalb von Raumiempcratur oder unterhalb 
von Raumtemperaiur durchgefiihrt werdcn konncn. so 
isi es doch im Sinne der vorliegenden Erfindung bevor- 
zugt. samtliche naBchemischcn Verfahrensschntte bei 
Raumiemperatur. also zwischen \5°C und 25^C durch- 
zufuhren. 

Vorzugsweise wird die Behandlung im Verfahrens- 
schritt c) in ciner verdiinnten, waGrigen. basischen L6- 
sung von Natriumhydroxid. Kaliumhydroxid, Lithiurr- 
hydroxid und/ocer Natnumcarbonat durchgefiihrt. Be- 
sondcrs bevorzugt ist die Vcrwendung einer 2 bis 2^ 
Gev/.-'Voigen waflrigen Natriumhydroxidlosung, welche 
im aiigememen ubcr cincn Zcitraum bis zu 16 Stunden 
auf das Rinder-Pcricard-Gewebe einwirken soil, wobei 
man pro 100 g Rinder Pericard-Gewebe 0,50 bis 1,001 
der vcrdunnten basischen Losung verwcndcL Hier- 
durch wird eincrseits ein guter Reinigungseffekt er- 
reicht. der cine moglichst voUstandige Inaktivierung von 
Enzymen und potcntiellcn Keimen cinschlieBt, anderer- 
seits aber auch eine Schadigung des koUagenhaitigen 
Gev/ebes vermieden. 

Nach der Behandlung mit der verdiinntcn, waBrigcn. 
basischen Losung ist das Rjnder-Pencard-Gewebc im 
aiigememen stark auf das 2- bis 5fache des Ursprungs- 
volumens aufgequollcn. 

Vorzugswcise wird die Behandlung im Verfahrens- 
schritt e) mit emer 10 bis 1 1 Gew.-%igen Natnumchlo- 
ridlosung ausgefiihrl, wodurch ein fur die wcitere Ver- 
arbeitung giinstiger Quellzustand des Kollagens einge- 
steUt werden kann. Niedrigcre fConzentraiionen an Na- 
iriumchlondlosungsn bewirken demgcgeniibcr eine nur 
•jnzu'eichcnde Entqueilung des nach der alkalischen Be- 
handlung stark gequollenen (Collagens. Hohere Kon- 
zentrationen an Natriumchlondlosung wiirden das Rin- 
aer-Pencard-Materiai nur unnotig mit Salzrcsten anrei- 
chern und sind schon deshalb nicht sinnvoll. 

Vorzugsweise wird die Behandlung im Verfahrens- 
schritt g) mit einem dem Fachmann bckannten IComple- 
xierungsmitiel fiir die Komplexierung mehrwertiger 
Metallionen. die zum Teil proieingebundcn vorliegen. 
curchgefuhrt Als bcsonders bevorzugt hat sich m die- 
sem Fallc erne Dinatrium-EDTA-Losung erwiesen. wel- 
che beispielsweisc m einer Konzentration von 0,3 bis 0.5 
Gew-^/o vorliegi. Dieses Kompiexierungsreagenz muQ. 
■jm seine komplexierendc Wjrkung voll entfalien zu 
konnen. auf einer. basischen pH-Wert von mehr als 11 
emgcsielll werden. Die Behandlung mit dem Komplc- 
xterungsmittel sollte im aiigememen uber einen Zcit- 
raum von 0.5 bis 2 h durchgefiihrt werden. 

Vorzugswcise setzt man die Spulung im Verfahrens- 
schritt h) so lange fort, bis man einen schwach-alkali- 
schen pH-Wert von maximal 8.5 errcicht hat. 
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Vorzugswcise setzt man fur die Behandlung im Ver- 
fahrenssch'itT i) als saures Puffersysiem em Acetai-Puf- 
fersystem mil einem pH- Wert von 4.5 bts 6,0 em. 

Vorzugsweise wird der nach der naOchemsscher Auf- 
bereitung folgende Schnt: der oxidativer. Bleichung in 
der Art ausgefuhrt. daB man das Rinder-Pericard-Ge- 
webc mit emer wassersioffperoxidhaltigen waDngen 
Losung mit einem Gehalt von weniger als 2 Gew.-^/c, 
insbesondere um 1,5 Gew-% vornsmm:. Diese Bic- 
chung mitiels Wassersioffperoxid dien: dem Zwezk. 
noch vorhandene Begleiistoffe des Kollagens ox;caiiv 
zu zerstoren, ohne das Kollagen seibsi anzugreifen Es 
hat sich gezcigt. daQ Konzentrationen von Wassersioff- 
peroxid oberhalb 2,0 Gew.-% im Sinne der Erfindung 
15 nicht geeignet sind. da diese bereiis eine merkliche 
Schadigung des koUagenhaitigen Rindcr-Pericard-Ge- 
webes bewirken. Die Wasserstoff-Peroxid- Behandlung 
wird im aJigemeinen uber einen Zcitraum von 0^ bis 2 
Stunden durchgefuhrt. wobei man pro IOC- g Rinaer-Pe- 
ncard-Gewebe 0.5 bis 1.0 I Wasserstoffperoxidldsung 
verwendet. 

Im AnschluB an diese oxidative Bleichung werden 
Wasserstoffperoxidreste durch erschopfendes Auswa- 
schen mit Wasser in an sich bekannter Weise durchge- 
fiihrt 

Das Enifetten und Trocknen des Rinder-Pencard-Ge- 
webes erfolgt in der Weise. dafl die Stucke zunachst mit 
emer ausreichenden Menge an Aceton bedeckt werden, 
und uber einen Zeitraum von 12 bis 24 h dieses Losungs- 
mittel 2- bis 6mal erneuer: wird. Das so entwassene 
Rinder-Pericard-Gewebe wird in cine Soxnlet Appara- 
tur iiberfiihrt und in einer erschopfenden Exiraktion 
restliche Wassermengen und Fetireste entferni Nach 
der Exiraktion werden die Rinder-Pericard-Siucke an 
der Luft getrocknei und anschlieQend in entminerali- 
siertem Wasser rehydratisiert (Quellung). 

AnschlieBend wird das Rinder-Pericard-Gewebe in 
einer automatisch gesieuerten Gefricrtrocknungsanla- 
ge gefriergeirocknei und sterilisierL 

Das vorstehend beschnebene crfindungsgemaBe 
Hersiellungsverfahrcn ist in besonderer Art dazu geeig- 
net. um ein im medizinischen Bcreich einsetzbarcs Pro- 
duki gleichbleibender Qualitai zu erzeugen. 

Das erfindungsgemafi erhaltcne Rinder-Pericard 
45 kann als Transplantat oder Implantat auf den vcrschie- 
densten Gebieten der Veicrinarmedizin oder Human- 
medizin, die dem Fachmann wohlbekannt sind. einge- 
setzt werden. Verwiesen ist in diesem Zusammcnhang 
auf die Firmenbroschiire der Fa. B. Braun Melsungen 
5C AG "'Lvodura* zum homooplastischen Ersatz von Kor- 
pcrstrukturen" aus dem Jahrc 1978 und die darin ge- 
nannten sehr zahlreichen Liieraiurstclien. 
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Beurteilung der RciOfestigkcit im subkuiancn 
Implantattonstest 



Die Fig. 1 zeig: beispielhaft. welchc Wirkung durch 
das erfindungsgemaCe Verfahrcn erzielt werden kann. 
Die Fig. 1 zeig: den Verlauf der ReiBtestigkeit von 

60 10 mm breiten Streifen dcs erfindungsgemaO erhahenen 
Pericard-Mat-rials und im Vcrgleich zu dem gang:gen 
Marktproduki Lyodura* nach Einpflanzung unier die 
Ruckenhaut von Ratten (Werie fiir jeweiis 10 Testtiere 
gemitteil). Hierbej warden je 50 solcher Streifen im- 

65 plantiert und zu verschiedenen Zeiipunkten nach cer 
Operation entnommen. um dann noch die vorhandene 
ReiQfestigkeii zu messen. Die Kurve A wjrdc mit Per-- 
card ermitieli. da', nach dem Verfahren der Erfmdung 
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hergestellt worcen war. Die Kurvc B wurde zux Ver- 
gieicn mi: Lyodtira* ermiitelt 

Es kann uber den Beobachtungszsitraum von 21 Ta- 
gen zwischen dem heterologen. erfincungsgemaB her- 
gestellten Material Pericard und dem homologtr. Mate- 
rial Lyodura® kein signifikanter Unierschied beziiglich 
der ReiBfestjgkeii gefunden werden. womit gezeigt 
wurde, dal3 das heierologe Material ein hervorragender 
Ersatz fur das homoioge Material carstellt. 

Tabelie 

Reiflfestigkeit von Pericard- und Durastreifen (10 mm 
breit) nach Implantation {n = \0 pro Gruppe): jeder im 
Diagramm eingeireiene Punki der Kurve basiertauf 10 
Emzeimessungen. 



implamationszeit 
(Tage) 


Pericard 

gemaO Erfindung 
(Newton) 


Lyodura® 
(.Newton) 


0 


25.0 X 9,4 
100% 2: 38 


23 - 10.0 
92% ± 40 


1 


24.1 ± 7^ 
96% * 32 


22.8 ± 9.1 
91% ± 36 


4 


19,0 ± 9,0 
76% = 36 


19.2 ± 8.5 
77% ± 34 


7 


1 8.8 ± 6,3 
75% ± 25 


14 - 5,1 
56% ± 20 


14 


10.0 ± 4,5 
40% ± 18 


10,1 ± 4,5 
40% ± 18 


21 


6,5 ± 3,0 
26% 3: 12 


7,0 ± 4.5 
28% ± 18 



zweite Zeile Angabe in % 
0- Wen Pericard - 100% 

Beurteilung der Biokompatibilitat im subkutanen 
Implantationstest 

I. An msgesamt 58 Kaninchen und 220 Ratten wurden 
subkutane Implantationen von Pericard vorgenommen. 
Uniersuchungsparameter warsn der pathoiogisch-ana- 
tomische Befund und die histologische Untersuchung 
der Implantate nach abgestuften Zeitpunkten von 7 Ta- 
gen bis zu 1 2 Monaten. 

Die erfindungsgemaBen Pericardimplantate wurden 
mit lyophilisierter Dura, Lyodura* sowie mil acetonge- 
trockneter Dura mater (Tuioplast*) verglichen. Es wur- 
den makroskopisch die Entzundungsreakiion und die 
Implantatbeschaffenheit beurieilt AnschlieBend wur- 
den die Proben mit 4%igem Formalin fixieri und einer 
hisiolgischen Untersuchung umerzogen. 

Die Mikroarchitektur des Kollagengeriistes wurde 
mit nicht implantierten Kontrollen verglichen. 

Die histologische Beurteilung der Implantate er- 
streckt sich auf das Invasionsverhalten von Zelien (Bin- 
degewebszellen, immunokompetente Zellen), die Ver- 
bmdung Implantat-Empfangsr (Einwachsverhalten), 
Resorption bzw. Vitaiisierung des Fremdmatenals und 
mogliche AbsioBungsreaktionen. 

Ergebnisse 

Bei der Untersuchung der devitalisierien Pencard- 
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proDen vor der Implaniation wurde nachgewiesen, da2 
ciese vollkommen frei von Zellen oder Resten von Zell- 
besiandteilen waren. Dagegen wiesen lyophilisierie und 
msbesondere losungsmitielgetrocknete Dura mater 
5 rocn vereinzelt KerrmatshaJ auf. 

a) Mikroarchitektur der Implantate 

Es konnte feslgestellt werden, daD die Anordnung der 
10 Kollagenfaserstruktur wichtig ist fiir das Einwande- 
rungsverhalten von Bindegewebszelien. 

Straffe, dichi liegende Kollagenfaserbundel (bei 16- 
sungsmittelgetrockiieter Dura) behindern die Reviiali- 
sierung. Bei dem meisT als dissoziiene Fasern vorliegen- 
j5 den Pencard und der Lyodura* ist die Repopulation mit 
Zelien aus der Bindegewebsreihe erieichteri. 

b) Vitalivat des Impianiates 

20 Das Pericard-Implantat verhielt sich als Leiischiene, 
in dessen Zwischenraume die Zellen einwandern: 

Bereits nach einer Woche sind in das Implantat reich- 
lich Zellen eingewandert, die sich diffus ausgebreiiet 
haben. Es handelt sich um Fibroblasten und histiozytare 

25 Elemente. Der Vitaliiatsindex nimmt von der ersien bis 
zur 6. Woche hin zu. 

c) Infiltration des Implantates mit nicht zur 
Bindegewebsreihe gehorenden Zellen wie 
30 Lymphozyten, Makrophagen, Fremdkorperriesenzellen 

Das Auftreten dleser Zellen, die quantitativ ersiaunli- 
cherweise in geringerer Zahl bei den Pericardproben 
auftraien als bei den Duraproben, ist nicht mit einer 

35 aufkommenden AbstoBungsreaktion gleichzusetzen, 
sondem als immuninformativer Vorgang aufzufassen. 
Im Gegensatz zur Invasion mil Fibroblasten und Histio- 
zyten dringen diese Lymphozyten, Makrophagen und 
Riesenzellen selten tief in das Implantat ein. Makropha- 

40 gen iraten gehiuft auf. wo es zu Bluiungen ins Wund- 
bett kam. Die Zellen (Ly., Makr., RZ) wurden ausge- 
wahlt und ein Index berechnet, der bei der zum klini- 
schen Einsatz kommenden Pericardprobe (1,43) im Ver- 
gleich zu den Duraproben (lyophiiisiert: 2,2; acetonge- 

45 trocknet: 2,32) niedriger lag. Dieses Phanomen ist wahr- 
scheinlich darauf zuriickzufuhren, daB Pericard sehr gut 
devitalisiert ist, und keine Zell- bzw. Zellkernreste mehr 
enthah, die eventuell immunogen wirken konnten. 

50 d) Akute Endztindungs- und AbstoQreaktionen 

Bei der Pencardprobe wurden keine Immunoreaktio- 
nen nachgewiesen. 

Zusammenfassend konnte festgesiellt werden. daB 
55 das bessere Abschneiden der Pericardproben nicht nur 
auf das Ausbleiben von AbsioBungsreaktionen zuriick- 
zufiihren ist sondem auch auf den besseren Vitalitats- 
aspekl. wobei hier die etwas geringere Dicke der Peri- 
cardproben eine Rolle spielt 

60 

II. Beurteilung von Biokompatibilitat und 
Funklicnsfahigkeit von Pericard als dura mater 
cerebralis-Ersaiz beim Hund 

65 Nach 3 und 6 Monaten post implantationem war das 
Implantat so gut integriert. daB es von autochthoner 
Dura nicht mehr zu unterscheiden war (von Rbrozyten 
revitalisiert und in den Randzonen von BlutgefaBen 
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durchzogen). Die Innensciie des Implania:es »s: vom 
glcichcn Zelltyp uberzogen wie autologe Dura. Ver- 
wachsungcn zur Gehirnnnde bestar.den nicht. 

Dieser EffekT des mittels des erfindungema3en Ver- 
fahrcns hergcstellien Rinder-Pencard-Maienals im 
Vergleich zu handelsiiblichen Dura-Matenalien wird in 
dcr. Fig. 2 — 5 dokumentierl- 

Ez zeigen: 

Fig. 2: Pencara 6 Wochen nach subkutaner Implanta 
lion bei dcr Ratie. Gut revitalisieries. vollkommen reiz- 
loses Implaniai mit vitalcn Fibroblasten ohne Lympho- 
zyten. Ncubildung von Kollagen. 

Fig. 3: Losungsmiiteigetrocicneic Dura mater 6 Wo- 
chen nach subkutaner Implantation bei der Ratte (Ver- 
gieich). Lokale Akkumulation von Lymphozyten, im 
zentralen Bercich noch keine Revitalisierung durch Fi- 
broblasten. 

Fig. 4; Pericard 12 Wochen nach subkutaner Implan- 
tation bei der Ratic. Cute Integration von Implantat 
und Wirtsgewebe, keine immunokompetenien Zellen 
vorhanden. 

Fig. 5: Losungsmittelgetrocknete Dura mater 12 Wo- 
chen p. i. (Vergleich). Lokale Akkumuiaiion von Lymp- 
hozyien; das Transplaniat ist durch die dichte Faser- 
siruktur weitgehend avital. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren wird nachstehend 
an Hand emes Ausfiihrungsbetspiels zur Herstellung 
von Rinder-Pericard erlautcrt. 

Ausfuhrungsbeispjel 
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1. Rohsioff-Gewinnung 

Die als Ausgangsmaienal dienenden Herzbeutel (Pe- 
ricardium) von Rindern werden im Schlachthof nach der 35 
ublichen Fleischbeschau durch cinen amtlichen Tierarzt 
zunachst von anhaftenden Organteilen abgetrennt und 
grob von Felt- und Bindegewebe befreit Man erhali auf 
diese Weise flachige Stiickc von der ungefahren GroBe 
30 > 15 cm und cinem Siuckgewichi von eiwa 1 kg. Die- 
se so vorbereiieien Rinderhcrzbeutel werden dann m 
etner mit Eis beschickien Kiihliasche vom Schlachthof 
zur Produktionssiattc transportiert und dort je nach 
Menge des anfallenden Rohmaterials vor der Weiter- 
verarbeiiungbei unier — 20*C zwischcngelagerL 

2. NaBchemische Aufbereitung 

Dte rohsn Pericard-Stucke werden zunachst einzeln 
mit gereinigiem Wasscr gespiilt — libhcherwcise flie- 
Bend gev^asscrt — um anhaftendes Blut und wasserlosli- 
che EiweiBameile zu entfernen. 

Nach dem Wasscm werden alle makroskopisch sicht- 
baren Reste von Fettgewcbe und BasaJmembranen ent- 
lernt. AnschlieQend erfolgi erne Behandlung mit 2%iger 
waBnger Natronlauge bei Raumtemperatur. Die Pcri- 
cardstucke (5000 g) vcrbleiben insgesamt 16 Stunden im 
Laugenbad (37.5 1). Nach Entnahme erfolgt dann em ca. 
10 Minuten daucrnder Spiiiprozefl in entmmeralisicr- 
:em Wasscr. der so oft wiederholi wird. bis der pH des 
Spulwassers auf cinen Wert unter 8 gesunken ist. Dies 
is: nach ca. 1 Stunde erreichi Sollten noch Basalmcm- 
branen und Fctiresie fcstzustellen sem. so werden sie 
auf dieser ProzcQstufe endguliig sntfernt. 

Die stark gequollenen Pcncard-Stiicke werden nun m fts 
37.5 ; einer 10%igen wiQngen Kochsalzlosung transfe- 
nert. um den fiir die weiieren ProzeBschntte erforderh- 
chen Quellzusiand (panielle Entquellung) einzustcllen. 



Die NaCi-Behandlung wird bei Raumtemperatur durch- 
gefuhrt. Es schlieflt sich ein SpulprozeB mil emminerali- 
sienem Wasser an. 

Um stbrcnde Schwermetallioncn und eiwaige Kalk- 

5 einlagerungen aus dem Pericardgewebe zu entfernen. 
erfolg! nun cine Bchandlung mil 37,5 '. schwach alkalisch 
eingesiclltcr EDTA-Losung. Zusammensetzung pro 
100 mi: 0.3 g. AnschlieQend wird wie in den vo-ausee- 
gangenen ProzcBschntter. mit entmineraiisiertem V» as- 

10 ser gespuli, um liberschussigen Kompiexbiicner zu ent- 
fernen und gieichzeitig den pH auf einen Wen von 8.5 
zu bringen. Die nun folgende Bchandlung mr. mal 37.5 I 
Acctat-Puffer (pH ■= 4.8 Zusammensetzung pro 100 mi: 
O.Olmol/lOOml Na-acetat. SHjO. 59 Volumen-Teile; 

!5 0.0! mol/100 ml Essigsaure, 41 Volumen-Teile) cieni 
dem Zwcck, alle etwa noch im Pericard-Gew ebe ver- 
bhebenen Laugenreste abzupuffern und ein schwach 
saures Milieu fur den spaieren BleichprozeB vorzube- 
resten. Uberschussige Puffcrsubsianzen werden wie 

20 vorstehend beschneben durch Spiilen mit entmineraii- 
siertem Wasscr entferni. 

3. Oxidative Bleichung 

25 Im AnschluB an die naBchemische Aufbereitung wer- 
den die Pencard-Siucke einer einslundigen oxidativen 
Bleichung in 37,5 ! l,50'oiger Wasserstoffperoxid-Losung 
unterzogen. Wie alle vorausgegangenen Behandlungs- 
schritte wird auch der BleichprozeB bei Raumtempera- 
30 tur durchgefuhrL Auf dicse Wejse wird einerseits die 
Effizienz der Reingungsoperationen sichergesiclk. an- 
dererseits aber erne Beeinirachtigung des kollagenen 
Gewebcs vermiedea 



4. Auswaschen 

Zur Entfernung iiberschussigen Reagenzes wird an- 
scniieBend mit entmineraiisiertem Wasser gemaB dem 
ublichen Programm gespiilt. 

5. Enifeitung 

Diegespiilten Rmder- Pericard-Stucke warden in eine 
solche Menge Aceion gelegt. daC das Rinder-Pencard- 
Gewebe vollstandig mit Aceton iiberdeckt war. 

Innerhalb von 8 Stunden wurde das Losungsmiitel 
dreimal erncuert. Die so entwisscrten Rinder-Pericard- 
Geweoe wurden daraufhin in eine Soxhiet-Apparatur 
uberfiihrt und ca. 7 Stunden mit Aceton cxirahierL Nach 
der Extrakiion wurden die Pericard-Stucke an der Lufi 
geirocknet und anschlicBcnd in einem Transpori-GetaB 
mit enimmeralisieriem Wasser rehydratisieri. 

6. Gefnertrocknung 

55 I 

Die Trocknung crfolgte in einer automatisch eesteu- 
icncn Gefnertrocknungsanlage. Die Gcirierirocknung 
'verlauft im einzelnen wie folgt: 

Tcmperaturabsenkung auf +!'C, Temperaturabsen- 
60 kung auf — 40°C. Einscnalten des Vakuums. Aufheizung 
der Stcilplatten auf 40^*0 und Trocknung bei vollem 
Vakuum. 

7 Stenlisieren 

Die Steniisierung erfolg: durch Strahiensierilisanon 
mil 2.5 Mrad. 
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Patenianspruchi; 

Verfahrer zur Hsrstellung von Rinder-Pericard- 
Ma:sr:ai durch Aufarbelmng von rohem Rjnder- 
Pericard-Gewebe durcn eine naBchemische Auibe- 5 
reiiung, oxidative Bieichung, Auswaschen, Entfet- 
ten. Trocknen und Steriiisieren, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl die nafichemische Aufbereiiung des 
Rinder-Pericard-Gewebes folgende Schritie urn- 
fafli; :o 

a) Wassern des Rjndsr-Pericard-Geweoes. 

b) mechanische Entfernung von FetTgewebe 
und Basalmembranen von der Oberflache des 
Rinder-Pericard-Gewebes, 

c) Behandlung des Rinder-Pericard-Gewebes 15 
mit verdiinnter, waflriger, basischer Losung, 

d) Spiilen des Rinder-Pericard-Gewebes mit 
entmmeralisiertem Wasser zur Entfernung 
von restlicher Base, 

e) Behandlung des Rinder-Pericard-Gewebes 20 
mit verdunnter waBriger Natnumchiondlo- 
sung. 

f) Spiilen des Rinder-Pericard-Gewebes mit 
entmineralisienem Wasser zur Entfernung 
von Natriumchloridresten, 25 

g) Behandlung des Rinder-Pericard-Gewebes 
miteinem Komplexierungsmittel. 

h) Spiilen des Rinder-Pericard-Gewebes mil 
entmineraiisiertem Wasser zur Entfernung 
von IComplexierungsmittelresien, 30 

i) Behandlung des Rinder-Pericard-Gewebes 
mit einem sauren Puffersystem und 
j) Spiilen des Rinder-Pericard-Gewebes mil 
entmineraiisiertem Wasser zur Entfernung 
von sauren Puffersystemresten 35 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man im AnschluB an Verfahrens- 
schrut d) vor Verfahrensschritt e) die MaBnahme 
nach Merkmal b) wiederholt. 

3. Verrahren nach Anspriichen 1 oder 2. dadurch 40 
gekennzeichnet, daB die naBchemischen Aufberei- 
tungsschritte a) und c) bis j) bei Raumtemperatur, 
also zwischen IS^C und 25° C, durchgefiihrt wer- 
den. 

4. Verfahren nach Anspriichen 1 bis 3, dadurch ge- 45 
kennzeichnet. daB man die Behandlung im Verfah- 
rensschritt c) mit einer verdiinnien, waSrigen, basi- 
schen Losung von Natriumhydroxid. ICaliumhydro- 
xid. Lithiumhydroxid und/oder Natriumcarbonat 
uber einen Zeitraum von bis zu 16 Slunden durch- 50 
fiihrt und vorzugsweise hierzu eine 2 bis 2,5 
Gew.-%ige Natriumhydroxidlosung verwendet 

5. Verfahren nach Anspriichen 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB man die Behandlung im Verfah- 
rensschritt e) mit emer waBrigen, 10 bis 11 55 
Gew.-%igen Natriumchloridlosung durchfiihrt 

6. Verrahren nach Anspriichen 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet. daB man die Behandlung im Verfah- 
rensschritt g) mit einer verdiinnten waflrigen Dina- 
trium-EDTA-Losung. weiche vorzugsweise 0,3 bis 60 
0,5 Gew.-o/oig 1st, in einem alkaiisch-waflrigen Me- 
dium (pH > ) durchfiihrt. 

7. Verfahren nach Anspriichen 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeicnnet, daB man die Spiilung im Verfahrens- 
schritt h) so lange fortsetzt. bis man einen schwach- is 
alkalischen pH-Wert von bis zu 83 erreicht hai. 

8. Verfahren nach Ansprucnen 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, daC man die Behandlung \m Verfah- 
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rensschnt: i) mit einem Acetat- Puffersystem mi: 
einem pH-Wer: von 4,5 bis 6, vorzugsweise 4,8 aus- 

fiihrt. 

9. Verfahren nach Anspruchen 1 bis 8, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB man die oxidative Ble;chung mi: 
Wasserstoffperoxid enthaltenden waBrigen Ldsun- 
gen mit einem Gehah von weniger als 2 Gew.-%. 
vorzugsweise um 1.5Gew.-% vomimmt. 

10. Verfahren nach Anspruchen 1 bis 9, dadurch 
gekennzeichnei. daS man das Entfetten und Trock- 
nen durch Aceton-Behandlung bei Raumtempera- 
tur, Soxhlet-Extraktion mit Aceton, Rehydratisie- 
rung und Gefriertrocknung durchfiihrt. 

11. Verwendung der gemaB Anspriichen 1 bis 10 
erhaltenen Rinder-Pericard-Maierialien zur Ver- 
wendung als Transplantaie und Implantate in der 
Human- und Veterinarmedizin. 
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